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Promoteurs specifiques de I'albumen des qraines de veqetaux 

La presente invention se rapporte au controle de Texpression des 
genes au cours du developpement de I'albumen. Elie concerne en particulier 

5 des sequences nucleotidiques promotrices permettant une expression a la fois 
specifique a I'interface entre Ternbryon et I'albumen et precoce au cours du 
developpement de I'albumen. 

L'albumen, formation caracteristique de la gratne des 
Angiospermes, est un tissu nourricier pour 1'embryon. C'est un tissu complexe 

io dans sa structure et son developpement, en particulier chez les cereales. La 
zone centrale de I'albumen consiste en de larges cellules a vacuoles, qui 
stockent les reserves d'amidon et de proteines, tandis que la region entourant 
I'embryon se distingue par des cellules plutot petites, occupees en grande 
partie par du cytoplasme. On ne connalt pas a ce jour la fonction de ces 

is cellules appeiees "cellules cytoplasmiques denses" (Schel et al, 1984). En 
1997, Opsahl et al ont identifie un gene exprime specifiquement dans cette 
region restreinte autour de I'ernbryon de maTs, gene qu'ils ont denomme Esr 
(pour « Embryo Surrounding Region »). 



20 Les auteurs de la presente invention ont maintenant isole des 

sequences nucleotidiques promotrices permettant une expression des 
sequences codantes auxquelles elles peuvent etre liees, qui est specifique de 
la region de Talbumen entourant I'embryon dans les graines des Angiospermes 
et qui intervient en particulier dans les stades precoces du developpement de 

25 I'albumen. 

De telles sequences promotrices sont particulierement utiles pour 
cibler ou reguler ['expression de genes d'interet 

Dans le cadre d'une amelioration des plantes par transgenese, on 
peut lier de maniere operante une telle sequence nucleotidique promotrice a 
30 une sequence codant pour un gene d'interet. 

La construction nucleotidique, preferentiellement inseree dans un 
vecteur, peut etre utilisee pour transformer des cellules vegetales de maniere 
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stable, de telle sorte que la plante ainsi transformee contienne dans son 
genome le gene d'interet associe a la sequence promotrice de Pinvention. 

Les graines qui se deveioppent, par fecondation, a partir de cette 
plante, contiennent egalement dans leur genome ce transgene. 
5 Du fait de son association a la sequence promotrice de 

Pinvention, ce transgene d'interet ne s'exprimera que dans la region de 
Palbumen entourant Pembryon, c'est-a-dire dans les cellules cytoplasmiques 
denses telles que mentionnees precedemment. 

^expression du transgene debute des les premiers jours apres la 
10 pollinisation, plus precisement des le quatrieme jour apres la pollinisation. 

Les sequences promotrices de Pinvention peuvent §tre 
avantageusement choisies parmi les sequences comprenant les sequences 
SEQ ID n° 1, n°2, n°3, n°4, n°5, n° 6, ou n° 7 ou toute sequence nucleotidique 
homologue de celles-ci. 
15 La sequence SEQ ID n° 1 correspond au promoteur du gene 

Esr1. 

La sequence SEQ ID n° 2 correspond au promoteur du gene 

EsrZ 

La sequence SEQ ID n° 3 correspond au promoteur du gene 

20 Esr3. 

La sequence SEQ ID n° 4 correspond au promoteur du gene 

Esr4. 

La sequence SEQ ID n° 5 correspond a un fragment de 499 
paires de bases sur SEQ ID n° 2 (nucleotides 1995-2493). 
25 La sequence SEQ ID n° 6 correspond a un fragment de 507 

paires de bases sur SEQ ID n° 3 (nucleotides 1202-1708). 

La sequence SEQ ID n° 7 est une sequence consensus de 265 
nucleotides, obtenue par comparaison entre les sequences SEQ ID n°1, n°2 et 
n°3. 

30 Par "sequence nucleotidique homologue", on entend toute 

sequence nucleotidique qui differe de la sequence SEQ ID n°1 , n° 2, n° 3 n° 4 , 
n°5, n°6 ou n° 7, par substitution, deletion, et/ou insertion d'un ou plusieurs 
nucleotides, a des positions telles que ces sequences nucleotidiques 
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homologues conservent la propriete de promoteur specifique des sequences 
SEQ ID n° 1 a n° 7. 

De preference, une telle sequence nucleotidique homologue est 
identique a au moins 70 % des sequences SEQ ID n° 1 a n° 7, de preference 

5 au moins 80 %, de preference encore au moins 95 %. 

L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequences (par exemple t Sequence Analysis Software Package 
of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology 
Center, 1710 University Avenue, Madison, Wl 53705). Des sequences 

io nucleotidiques similaires sont alignees pour obtenir le maximum de degre 
d'homologie (i.e. identite). A cette fin, il peut etre necessaire d'introduire de 
maniere artificielle des espaces (« gaps ») dans la sequence. Une fois 
ralignement optimal realise, ie degre d'homologie (i.e. identite) est etabli par 
enregistrement de toutes ies positions pour lesquelles les nucleotides des deux 

is sequences comparees sont identiques, par rapport au nombre total de 
positions. 

De maniere preferentielle, une telle sequence nucleotidique 
homologue hybride specifiquement aux sequences complementaires des 
sequences SEQ ID n° 1 a n° 7, dans des conditions stringentes. Les 
20 parametres defmissant les conditions de stringence dependent de la 
temperature a laquelle 50% des brins apparies se separent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est definie 
par la relation: Tm=81,5+0,41(%G+C)+16,6Log(concentration en cations) - 
0,63(%formamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et al, Molecular 
25 Cloning, A laboratory manual, Cold Spring Harbor laboratory Press, 1989, 
pages 9.54-9.62). 

Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est 
definie par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les 
30 sequences aspecifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation est 
approximativement de 5 a 30°C, de preference de 5 a 10°C en dessous de Tm, 
et les tampons d'hybridation utilises sont de preference des solutions de force 
ionique elevee telle qu'une solution 6xSSC par exemple. 
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Les differentes sequences nucieotidiques de I'invention peuvent 
etre d'origine artificielie ou non. II peut s'agir de sequences d'ADN, obtenues 
par criblage de banques de sequences au moyen de sondes elaborees sur ia 
base des sequences SEQ ID n° 1 a n° 7. De telles banques peuvent etre 
5 preparees par des techniques classiques de biologie moleculaire, connues de 
Thomme de Tart 

Les sequences nucieotidiques selon I'invention peuvent 
egaiement etre preparees par synthese chimique, ou encore par des methodes 
mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences 
io obtenues par criblage des banques. 

Les sequences nucieotidiques promotrices de Tinvention sont de 
preference des sequences isolees a partir de cereales, en particulier de maTs. 

Les sequences nucieotidiques promotrices selon la presente 
invention peuvent notamment etre isolees par des methodes de PCR inversee 
15 ou de marche sur le genome (Devic et al , 1997). 

Les sequences nucieotidiques promotrices de I'invention peuvent 
en outre comprendre ou etre associees a un motif regulateur en cis 
CTACACCA, de preference repete en tandem, ou tout autre motif comprenant 
une ou plusieurs bases degenerees ayant la meme fonction. 

20 

La presente invention a egaiement pour objet une construction 
nucleotidique, appelee cassette d'expression, comprenant une sequence 
nucleotidique promotrice telle que definie precedemment liee de maniere 
operante a au moins un gene d'interet 

25 Ledit gene d'interet peut etre egaiement associe a d'autres 

elements de regulation tels que des activateurs et des sequences de 
terminaison de transcription (terminateurs). A titre d'exemple de terminateur 
utilisabie dans de telles constructions, on peut citer Textremite 3' du gene de la 
nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens. 

30 Ledit gene d'interet peut par exemple coder pour une proteine 

impliquee dans le developpement de Tembryon et/ou de ralbumen, la 
croissance celiutaire, le metabolisme des sucres (invertase) et acides gras, le 
flux de nutriments (transporters). II peut egaiement coder pour une proteine 
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toxique, ou encore pour une proteine activatrice ou inhibitrice d'autres genes, 
telle qu'une proteine inhibant un facteur de transcription (domaines de 
repression de type engrailed (Poole et al, 1985) ou corepresseurs par 
exemple). 

5 Selon un mode prefere, le gene d'interet code pour une proteine 

dont ('expression specifique dans la zone entourant I'embryon permettra de 
jouer sur ia taille de I'embryon et/ou son developpement. A titre d'exemple, ce 
gene peut coder pour une barnase ou isopentenyl-transferase. 

Le gene d'interet peut etre place en orientation sens ou antisens. 

10 La sequence nucleotidique promotrice de ('invention peut 

egalement etre associee a un gene marqueur, par exemple un gene permettant 
de selectionner une plante transformee d'une plante qui ne contient pas I'ADN 
etranger transfecte. Comme gene marqueur, on peut citer notamment un gene 
conferant une resistance a un antibiotique (Herrera-Estrella et al, EMBO J. 2, 

15 987-995 (1983) ou une resistance a un herbicide (EP 242 246). 

^invention a egalement pour objet tout vecteur nucleotidique, tel 
qu'un plasmide, utiiisable pour la transformation de cellules botes, caracterise 
en ce qu'il comprend une cassette d'expression telle que definie 
precedemment. La construction de vecteurs d'expression pour la 

20 transformation est & la portee de I'homme du metier suivant les techniques 
standards. 

Llnvention a egalement pour objet une cellule hote de plante 
Angiosperme, notamment de cereale, transformee par un vecteur selon 
Pinvention. 

25 Llnvention concerne en outre une plante transgenique ou partie 

de plante transgenique, notamment semence, fruit et pollen, generee a partir 
d'une telle cellule. 

Parmi les cellules susceptibles d'etre transformees selon ie 
procede de Tinvention, on peut citer a titre d'exemples des cellules de plantes 

30 de grandes cultures (mats, ble, colza, tournesol, pois, soja, orge..) ou des 
plantes potageres et fleurs. Preferentiellement, on peut choisir des plantes 
connues pour contenir de grandes reserves (proteiques, glucidiques et 
lipidiques), notamment les plantes cerealieres ou les plantes oleagineuses. 
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Les plantes hybrides obtenues par le croisement de plantes selon 
Tinvention, font aussi partie de Tinvention. 

L'invention a egalement pour objet un procede d'obtention d'une 
plante Angiosperme presentant des qualites agronomiques ou nutritionnelles 
5 ameliorees, comprenant les etapes consistant a : 

- transformer au moins une cellule de plante Angiosperme par un vecteur tel 
que define precedemment ; 

- cultiver la cellule ainsi transformee de maniere a generer une plante 
contenant dans son genome une cassette d'expression selon Tinvention. 

io La transformation de cellules vegetales peut etre realisee par les 

techniques connues de Thomme du metier. 

On peut citer notamment les methodes de transfert direct de 
genes telles que la microinjection directe dans des embryoTdes de plante 
(Neuhaus et Coll., 1987), I'infiltration sous vide (Bechtold et al., 1993) ou 

is Pelectroporation (Chupeau et Coll., 1989) ou encore la precipitation directe au 
moyen de PEG (Schocher et Coll., 1986) ou le bombardement par canon de 
particules recouvertes de TADN plasmidique d'interet (Fromm M. et al., 1990). 

On peut egalement infecter la plante par une souche bacterienne 
notamment d'Agrobacterium. Selon un mode de realisation du procede de 

20 Tinvention, les cellules vegetales sont transformees par un vecteur selon 
Tinvention, ledit bote cellulaire etant susceptible d'infecter lesdites cellules 
vegetales en permettant ('integration dans le genome de ces dernieres, des 
sequences nucleotidiques d'interet initialement contenues dans le genome de 
vecteur susmentionne. Avantageusement, Thote cellulaire susmentionne utilise 

25 est Agrobactehum tumefaciens, notamment selon la methode decrite dans 
Tarticle d'An et al, (1986), ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment 
selon la methode decrite dans Tarticle de Guerche et at, (1987). 

Par exemple, la transformation des cellules vegetales peut etre 
realisee par le transfert de la region T du plasmide circulate extra- 

30 chromosomique inducteur de tumeurs Ti $ Agrobacterium tumefaciens, en 
utilisant un systeme binaire (Watson et al, 1994). Pour ce faire, deux vecteurs 
sont construits. Dans Tun de ces vecteurs, la region T a ete eliminee par 
deletion, a Texception des bordures droite et gauche, un gene marqueur etant 
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insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de plantes. 
Uautre partenaire du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide 
modifie qui n'a plus de region T mais contient toujours les genes de virulence 
vir, necessaires a la transformation de la cellule vegetale. 
5 Selon un mode prefere, on peut utiliser la methode decrite par 

Ishida et al (1996) pour la transformation des Monocotyledones. 

Selon un autre protocole, la transformation est realisee selon la 
methode decrite par Finer et al, (1992) utilisant le canon a particules de 
tungstene ou d'or. 

10 

L'invention a egalement pour objet ('utilisation des sequences 
nucleotidiques promotrices visees precedemrnent, dans des constructions 
moleculaires destinees a ameliorer la qualite agronomique, alimentaire, ou 
industrielle d'une plante, en jouant notamment sur la taille de Pembryon ou de 

15 I'albumen et/ou son developpement. 

En effet, une action precoce et specifique sur le developpement 
des tissus de I'embryon et de I'albumen peut etre recherchee : selon la taille 
relative de Tun ou Pautre tissu, il sera possible d'obtenir des graines ou fruits 
enrichis en amidon (gros albumen) et/ou huile (gros embryon), via Putilisation, 

20 respectivement de genes stimuiateurs (hormone du cycle cellulaire par 
exemple) ou de genes inhibiteurs (proteine toxique ou inhibiteur de 
transcription, par exemple). Des albumens sans embryons pourraient 
egalement etre obtenus selon ce modele, pour des applications industrielies en 
amidonnerie et semoulerie. 

25 A titre d'exemple, Putilisation de genes codant pour des hormones 

(cytokinines, auxines) du cycle cellulaire, sous controle des promoteurs decrits 
selon ['invention, permettrait de modifier les processus de cellularisation et, de 
fagon correlee, le developpement de Palbumen, au vu des travaux de R. J. 
Scott (1998). 

30 Une action sur Paccumulation de nutriments dans Pembryon et de 

Palbumen peut etre egalement recherchee, en utilisant par exemple comme 
genes d'interets, des genes codant pour des transporters de nutriments 
(sucres notamment) aux interfaces plante mere/albumen et albumen/embryon, 
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ou des genes codant pour des inhibiteurs de ces transports, pour une 
accumulation differentielle de nutriments dans I'albumen ou I'embryon. 

Uinvention vise done egalement des procedes pour modifier les 
qualites agronomiques et/ou nutritionnelles d'une plante, par une action ciblee 

5 et precoce sur le developpement de Tembryon/albumen, utilisant la 
transformation des plantes avec un vecteur selon I'invention. En particulier, elle 
s'interesse a la modification de la taille et/ou du developpement de 
I'embryon/ralbumen. Elle vise egalement Alteration du developpement de 
I'embryon, en vue de produire des grains sans embryons pour les cereales 

io notamment, presentant un interet pour les industries de Tamidonnerie et de la 
semoulerie. 

L'invention a plus precisement pour objet ('utilisation d'une 
cassette d'expression telle que definie precedemment, pour I'obtention d'une 
plante Angiosperme transgenique presentant des qualites agronomiques ou 
15 nutritionnelles ameliorees. 

De maniere avantageuse, la plante transgenique obtenue peut 
produire des graines a teneurs en amidon ou en huile modifiees en 
comparaison avec une plante non transformee. 

L'invention concerne egalement I'utilisation des plantes 
20 transgeniques obtenues selon Tinvention, ou parties de ces plantes, 
notamment sentences, grains et fruits pour la preparation de produits derives, 
notamment de produits alimentaires. 

Rentrent egalement dans ('invention les produits obtenus, que ce 
soit des semences enrichies en huile, farines de semences ou grains enrichis 
25 en amidon ou en huile. 

Uinvention a enfm pour objet toute composition pour 
I'alimentation humaine ou animale preparee a partir desdits produits obtenus. 



Les figures et exemples ci-apres illustrent Tinvention sans en 
30 limiter sa portee. 



WO 01/25439 PCT/FR00/02596 

LEGENDE PES FIGURES 

- La figure 1 represente un schema illustrant les etapes du 
clonage des promoteurs Esr. 

La figure 2 represente la carte de restriction du plasmide 
5 L82/34, comprenant notamment le promoteur pEsrl fusionne a Gus. 

La figure 3 represente la carte de restriction du plasmide 
L124/19, comprenant notamment le promoteur pEsr2 fusionne a Gus. 

La figure 4 represente la carte de restriction du plasmide 
L127a5, comprenant notamment ie promoteur pEsr3 fusionne a Gus. 
io - La figure 5 represente la carte de restriction du plasmide 

L78a1 , comprenant notamment (e promoteur pEsrl fusionne a Ipt 

La figure 6 represente la carte de restriction du plasmide 
L125a2, comprenant notamment le promoteur pEsr2 fusionne a Ipt 

La figure 7 represente la carte de restriction du plasmide 
15 L77a1 01 , comprenant notamment le promoteur pEsrl fusionne a Barnase. 

La figure 8 represente ia carte de restriction du plasmide 
L126a3, comprenant notamment le promoteur pEsr2 fusionne a Barnase. 

La figure 9 represente une comparaison des sequences 
des promoteurs des genes Esr1, Esr2 et Esr3 (respectivement prEsrl, prEsr2 
20 et prEsr3, ou SEQ ID n° 1 , SEQ ID n° 2 et SEQ ID n° 3), les parties conservees 
etant alignees. 

La figure 10 represente la carte de restriction du plasmide 

pWP280. 

La figure 1 1 represente la carte de restriction du plasmide 
25 L1 29/46, comprenant notamment le promoteur pEsr2 fusionne a la sequence 
Esr2 en antisens. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : 

Expression quantitative Esrl, 2, 3 

5 Les travaux de Opsahi-Ferstad et al. (1997) ont permis d'identifier 

par "differential display" un amplicon specifique de I'albumen Esr a 1 (numero 
d'acces sur ia base de donnees EMBL : X98495) et d'isoler, par criblage de 
banques genomiques et complementaires sur lignee hybride HD5*HD7 (Barloy 
et coll., 1989) et lignee A188 ( Gerdes et Tracy, 1993 ) respectivement, des 

10 clones correspondants. A partir des sequences genomiques Esr1g1 (numero 
d'acces sur EMBL : X98497) et Esr2g1 (numero d'acces sur EMBL : X98499) 
et Esr3g2 (numero d'acces sur EMBL : X99970) notamment, trois genes Esr/, 
Esr2 et Esr3 ont pu etre mis en evidence. 

Les auteurs de la presente invention ont evalue les contributions 

is relatives d'expression de chacun des genes Esr grace a des experiences de 
RT-PCR, digestion par enzymes de restriction et quantification selon les 
methodes connues de I'homme de metier, a partir de materiel JAP 7 et JAP 9 
(Jour Apres Pollinisation). 

La quantification des differentes bandes identifies sur gel de 

20 migration revele des contributions relatives de 18 %, 53 % et 29 % en 
moyenne, pour les transcrits de Esr1, Esr2 et Esr3, respectivement. Le 
promoteur de Esr2 permet done une expression quantitative la plus forte du 
gene qu'il controle. 

25 

EXEMPLE 2 : 

Isolement et clonage des sequences promotrices 

Comme illustre dans la figure 1, des fragments contenant les 
phases de lecture ouvertes d'EsM, Esr2 et Esr3 (Opsahl et al, 1997) ainsi que 
30 des sequences en amont et en aval ont ete sous-clones dans le plasmide 
pBluescript SK+ (Stratagene) selon les methodes decrites dans Sambrook et al 
(1989). Ont resulte le plasmide L23/7 contenant un fragment Sail de 2,1 kb de 
XEsr1g1, le plasmide L33/1 contenant un fragment BamHI de 3,4 kb de 
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A£sr2g1, le plasmide L33/10 contenant un fragment BamHI de 1,9 kb de 
A£sr2g1 et le plasmide L102c24 contenant un fragment Hindlli de 4,5 kb de 
X.E1-111. Des sites Xbal situes juste en amont de ia phase de lecture ouverte 
f TCTAGA TTCC ATG ) ont permis de differencier les promoteurs putatifs des 

5 phases de lecture ouvertes respectives. En particulier, le fragment Sall/Xbal de 
0,53 kb de L23/7 a ete designe comme promoteur putatif d'EsM, ie fragment 
Hindlll/BamHl de 2,35 kb.de L33/1 (partie amont du promoteur) et le fragment 
BamHI/Xbal de 0,14 kb de L33/10 (partie aval du promoteur), celui du 
promoteur putatif d'Esr2, le fragment Hindlll/Xbal de 1,71 kb, celui du 

10 promoteur putatif d'Esr3 et le fragment Xbal/Xbal de 1,62 kb comprenant le 
promoteur putatif d'Esr4. Un promoteur Esr2 fonctionnel de 2,49 kb a ete 
reconstitue a partir du fragment Hindlll/BamHl de 2,35 kb de L33/1 et du 
fragment BamHI/Xbal de 0,14 kb de L33/10, dans un plasmide de base de type 
pBSSK+ (Stratagene). L'orientation des fleches sur la figure 1 represente 

15 l'orientation 5-3'. 



EXEMPLE 3 : 

Structure des sequences en amont des genes Esr 

20 Des comparisons entre les sequences des regions 5' ont montre 

deux types d'homologies : une sequence hautement conservee qui correspond 
a une sequence proximale de 265 paires de bases et des sequences de 
retrotransposons dans la partie distale. Comme les sequences de 
retrotransposons sont dans des orientations et positions differentes dans les 

25 trois promoteurs, elles ne semblent pas jouer un role dans Texpression des 
genes Esr. Par consequent, les 265 paires de bases contiendraient tout 
('information cis necessaire a une expression de genes specifique de la region 
entourant Tembryon. 

La sequence consensus (SEQ ID n° 7) a ete obtenue apres 

30 alignement des trois sequences nucleotidiques promotrices et utilisation du 
iogiciel Sequencher 3.1 de Genes Codes Corporation (Ann. Arbor, Ml 48106). 

Les bases degenerees sont decrites dans Nomenclature 
Committee of the International Union of Biochemistry (1985) : Nomenclature for 
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incompletely specified bases in nucleic acid sequences. European Journal of 
Biochemistry 150:1-5. 

En particulier, 

B=C, G ou T mais pas A 
5 D=A, G ou T mais pas C 

H=A, C ou T mais pas G 

K=G ou T 

M=A ou C 

N=G, A, T ou C 
10 R=G ou A 

S=C ou G 

V=A, C, ou G mais pas T 
W=A ou T 
X=G,A,TouC 
15 etY=CouT. 

On observe egalement une homologie entre les regions 
proximales qui s'etend sur environ 500 paires de bases entre le promoteur de 
Esr2 et celui de Esr3, comme defini par les sequences SEQ ID n° 5 et n° 6. 

La presence d'elements agissant en cis est recherchee parmi les 
20 sequences conservees, la plus remarquable etant CTACACCA, en tandem 
juste 50 bases en amont de la phase ouverte de lecture (figure 9). Cette 
sequence est un bon candidat pour etre un element responsable d'une 
expression genique tissu-specifique. La premiere de ces repetitions est 
d'ailieurs placee dans la boucle de la repetition inversee la plus importante 
25 trouvee dans les trois promoteurs. Les sequences repetees plus de deux fois 
ne sont conservees qu'entre les promoteurs pEsr2 et pEsr3, dans la region 
manquante de Esr1 : par exemple les sequences ATTCT et TTTTA, chacune 
etant repetee quatre fois, potentiels enhancers de transcription au vu de 
Texpression plus faible de Esr1 (figure 9). 
30 Pour demontrer la fonctionnalite des elements c/s, des construits 

comprenant des sequences nucleotidiques promotrices deletees, fusionnees a 
GUS, ont ete preparees. 



I » 

WO 01/25439 



13 



PCT/FROO/02596 



A titre d'exemple, deux techniques ont ete utilisees pour creer des 
deletions du promoteur Esr2 : 

- par digestion extensive de 5' vers 3' sur ie fragment Hindlll- 
Xbal a I'aide du kit Erase-a-base™ de Promega (constructions L140). 
5 - par amplification PCR de fragments du promoteur 

(constructions L194). 

Les plasmides L140 et L194 contiennent des promoteurs Esr2 
deletes fusionnes a un gene rapporteur Gus et un terminateur, seion les 
techniques decrites a I'exemple suivant. 
io Pour I'etape de transformation, les fragments contenant les 

construits 'promoteurs Esr2 deletes - Gus -ter' ont ete transferees dans un autre 
plasmide contenant le construit 'promoteur ubiquitin-luciferase-ter', ce dernier 
servant de standard interne pour quantifier Pactivite Gus et corriger I'effet 
position de ('insertion du transgene dans le genome sur ['expression, variable 
15 d'une plante transformee a I'autre. 

Sont repertories dans le tableau 1 suivant les fragments du 
promoteur Esr2 issus de ces deletions. 



Tableau 1 : 



Technique de 
deletion choisie 


Fragment restant 
du promoteur 
Esr2* 


Digestion kit 
(L140) 


985-2493 




1254-2493 




1865-2493 




1874-2493 




1880-2493 




2077-2493 


Amplification 
PCR(L194) 


2163-2493 




2275-2493 




2373-2493 



20 

* La numerotation du promoteur Esr2 est basee sur la sequence 
pEsr2 presentee en annexe (SEQ ID n° 2), qui va de Hindlll (AAGCTT ou A = 
position 1) a Xbal (TCTAGA ou A = position 2493) 
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Pour demontrer la fonctionnalite des sequences nucleotidiques 
promotrices decrites ci-dessus, les inventeurs les ont donees en amont du 
gene rapporteur GUS et ont utilise les constants obtenus pour la transformation 
5 de plantes. 

De maniere preferee, les promoteurs deletes Esr2 ont ete 
obtenus selon les protocoles suivants : 

Premierement, des deletions de 5' vers 3' ont ete effectuees a 
I'aide de Texonuclease III. Le plasmide L124/19 contenant le promoteur du 

10 gene Esr2 couple au gene de la ^-glucuronidase decrit a I'exemple 4.1 a ete 
digere par Hindlll pour generer un site d'initiation des deletions et par Pstl pour 
creer un site de protection contre Taction de Pexonuclease III. Les deletions ont 
ete effectuees avec le kit Erase-a-base™ (Promega). 

Deuxiemement, des fragments de promoteur ont ete amplifies a 

15 I'aide de I'amorce ESRX f5'GGGG TCTAGACT GTGAAGCTATTTTCCA3' (SEQ 
ID n° 8)) contenant le site de restriction Xbal (souligne) et ESRH1 
( 5'G G G G AAG CTT T AC ATT CTTG C C AT AAC AT A3' (SEQ ID n° 9)), ESRH2 
(5 , GGGG AAGCTTT TCATCAATAATGCCTCATT3 , (SEQ ID n° 10)) ou ESRH3 
(5 , GGGG AAGCTT TAATTTCTTACTTCCTATCT3 , (SEQ ID n° 11)) contenant 

20 le site de restriction Hindlll (souligne). Les produits d'amplification digeres par 
Xbal et Hindlll ont remplace le promoteur Esr2 entier en amont du gene de la 
(i-glucuronidase dans le plasmide L124/19. 

Les promoteurs deletes associes au gene de la (^-glucuronidase ont ensuite 
ete clones dans un plasmide contenant le gene de la luciferase sous le controle 

25 du promoteur de I'actine du riz. Ce dernier a ete obtenu par clonage du 
fragment Xhol/Ncol du plasmide pAct1-F4 (Mc Elroy D. et al., Mol Gen Genet., 
231 :1 50-160, 1991) correspondant au promoteur et premier intron de I'actine 
du riz, dans un plasmide de type pGP214 contenant le gene de la luciferase et 
le terminateur de la nopaline synthase (Twell D. et al., Development 109, 705- 

30 713, 1990), digere par Sall/Ncol. Un adaptateur contenant les sites de 
restriction Sail et Notl, formes des nucleotides 
S'GGCCAGTCGACAAAGCGGCCGCATGCAS 1 (SEQ ID n° 12) et 
STCAGCTGITTCGCCGGCGTS 1 (SEQ ID n° 13) a ete introduit dans le 
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plasmide obtenu, digere par NotI et Pstl (plasmide L210). Les fragments 
Sail/Not! contenant les promoteurs deletes associes au gene de la G>- 
glucuronidase ont ete clones dans le plasmide L210 digere par Sail et Notl. 

5 

EXEMPLE 4 : 

Preparation des construits chimertques 

Toutes les constructions peuvent ete realisees notamment selon 
les methodes decrites dans Sambrook et al. (1989). Les adaptateurs, pouvant 
io etre utilises a titre d'exemple pour doner ces fragments en amont des 
differents genes effecteurs, sont decrits dans les cartes de restriction des 
plasmides correspondantes. 

4-1 Construits chimeriques GUS 

15 Le plasmide L23/7 (Esr1) a ete delete d'un fragment Sad 

contenant des sites de restriction non souhaitables. Puis un fragment 
Xbal/EcoRI de 2164 paires de bases du plasmide pBI101 (Jefferson et al., 
1987) contenant un gene Gas (codant pour la p-glucuronidase mats depourvu 
de promoteur) et une sequence terminatrice nos, a ete introduit. Le nouveau 

20 plasmide ainsi forme a alors ete digere par Xhol et le produit de digestion 
contenant la region promotrice associee au gene Gus et positionnee en amont 
de ce dernier, a ete sous clone dans le vecteur pBCKS+ ( Stratagene ) de 
maniere a ce que le promoteur soit a proximite de la zone d'hybridation de 
ramorce T7, permettant ainsi I'obtention du plasmide L82/34 (figure 2, tableau 

25 2). 

Selon un protocole semblabie et avec les enzymes de restriction 
indiquees dans les figures correspondantes, ont pu etre obtenus les plasmides 
L124/19 (pEsr2-GUS, figure 3, tableau 3) et L127a5 (pEsr3-GUS, figure 4, 
tableau 4). 

30 II est egalement possible d'utiliser d'autres genes rapporteurs en 

remplacement de GUS, par exemple la GFP (Green Fluorescent Protein, 
Siemering KR et al., 1996), pour confirmer les resultats obtenus avec GUS. 
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Selon un protocole semblable a celui decrit precedemment, le fragment Hindltl- 
Xbal du promoteur pEsr2 a ete fusionne a la sequence codant pour la GFP. 



Tableau 2 : Caracteristiques du plasmide L82/34 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsrl 


741-1272 




Gus 


1302-3107 




ter nos 


3181-3434 




cat 


5878-5223 




P BCKS+ 


1-740 


Stratagene 


L23/7 (pEsrl) 


741-1272 


Opsahl-Ferstad et al, 1997* et cet exemple 


pBHOl 


1273-3436 


Jefferson et al, 1987 


L23/7 (en amont) 


3437-3763 


Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 


pBSSK+ 


3764-3769 


Stratagene 


PBCKS+ 


3770-6428 


Stratagene 



5 



* Tinsert correspond au fragment Esr1g1 dessine dans la figure 4 
d'Opsahl-Ferstad et al, 1 997 

Tableau 3 : Caracteristiques du plasmide L124/19 

10 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsr2 


689-3175 




Gus 


3205-5010 




ter nos 


5084-5337 




bla 


7441-6584 




pBSSK+ 
Linker JFB 34 
L33/1 (pEsr2') 
L33/10 (pEsr2") 
pBHOl 
linker JFB 5 6 
pBSSK+ 


1-674 

675-688 

689-3037 

3038-3175 

3176-5339 

5340-5346 

5347-7566 


Stratagene 
cet exemple 1} 
cet exemple ** 

Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple** 
Jefferson et al, 1987 
cet exemple 2) 
Stratagene 



** les inserts sont presentes en partie comme fragment Esr2g1 
dans la figure 4 de Opsahl-Ferstad et al, 1997 

1} adaptateur JFB 34 : 5' TCGACTGCAGCCCA 3' (SEQ ID n° 14) 
15 3* GACGTCGGGTTCGA 5' (SEQ ID n° 1 5) 

2) adaptateur JFB56 : 5' CTAGACCCGAATTCGC 3' (SEQ ID n° 16) 
3' TGGGCTTAAGCGCCGG 5' (SEQ ID n° 17) 
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Tableau 4 : Caracteristioues du plasmide L127a5 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsr3 


689-2390 




Gus 


2420-4225 




ter nos 


4229-4552 




bla 


6656-5799 




Pbssk+ 


1-674- 


Stratagene 


Linker JFB 34 


675-688 


cet exemple 


L102c24 (pEsr3) 


689-2390 


cet exemple 


pBHOl 


2391-4554 


Jefferson et al, 1987 


linker JFB56 


4555-4561 


cet exemple 


PBSSK+ 


4562-6781 


Stratagene 



5 

4-2 Constrults chimeriques Ipt 

Le gene Ipt code pour Pisopentenyl-transferase, qui est une 
enzyme impiiquee dans la synthese de la cytokinine, phytohormone jouant un 
role dans la croissance celiulaire vegetale. La sequence du gene a ete 

10 determinee par Heidekamp R et al (1983), Des travaux anterieurs ont montre 
par ailleurs que cette sequence, sous le controle d'un promoteur specifique de 
I'ovule permettait d'augmenter le contenu en matiere seche dans le fruit, chez 
la tomate Martineau B. et al. (1995). 

Selon les methodes de clonage decrites ci-dessus et avec les 

15 fragments d'acides nucieiques et enzymes de restriction indiquees dans les 
figures correspondantes, ont pu etre prepares des construits pEsr1-lpt (figure 
5, tableau 5) et pEsr2-lpt (figure 6, tableau 6). II est egalement possible 
d'obtenir un construit pEsr3-lpt, selon le meme protocole. Pour la preparation 
de ces construits, des sites Ncol (CCATGG) chevauchant le codon ATG du 

20 debut de la phase de lecture ouverte ont ete utilises au lieu des sites Xbal. 
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Tableau 5 : Caracteristigues clu plasmide L78a1 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsrl 


310-844 




ipt 


846-1565 




ter ipt 


1566-1850 




bla 


2963-3823 




pUC118 


1-231- 


Boehringer 


L23/7 (pEsrl) 


232-844 


Opsahl-Ferstad et al, 1 997 et cet exemple 


mutation ponctuelle 


845 


Zhang et al, 1996 


pRZl 


846-1883 


Zhang etal, 1995 


pUC118 


1884-4763 


Boehringer 



5 Tableau 6 : Caracteristigues du plasmide L125a2 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsr2 


689-3183 




ipt 


3185-3904 




ter ipt 


3905-4189 




bla 


6309-5449 




pBSSK+ 


1-674 


Stratagene 


Linker JFB 34 


675-688 


cet exemple 


L33/1 (pEsr2') 


689-3037 


cet exemple 


L33/10 (pEsr2") 


3038-3183 


Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 


mutation ponctuelle 


3184 


Zhang et al, 1996 


pRZl 


3185-4198 


Zhang etal, 1995 


adaptateur JFB 56 


4199-4214 


cet exemple 


PBSSK+ 


4215-6434 


Stratagene 



4-3 Construits chimeriques barnase 

Le gene barnase code pour une RNase. Ce gene a ete isole a 
10 partir de Bacillus amyloiiquefaciens (Hartley, 1988). Son utilisation pour creer 
des plantes males steriles a ete decrite dans la demande EP 344 029 et 
publiee par Mariani et al (1990). 

Dans le cadre de rinvention, les plasmides L77a101 
(pEsrl -barnase) et L126a3 (pEsr2-barnase) decrits aux figures 7 (tableau 7) 
is et 8 (tableau 8) ont ete obtenus a partir du plasmide 'promoteur A6-barnase' 
decrit dans WO 92/11379, par ie remplacement du pA6 par les promoteurs 



WO 01/25439 




pEsri et pEsr2 respectivement, selon les techniques connues de I'homme de 
metier. 

On peut egalement obtenir un construit pEsr3-Barnase, selon un 
protocole sembiable. 



Tableau 7 : Caracteristigues du plasmide L77a101 



Fragment 


Position 


Reference 


pEsrl 
Barnase 
terCaMV 
bla 


80-605 
613-945 
1571-2257 
4324-3467 




pA3 

L23/7 (pEsrl) 
pA3 


1-28 

29-605 

606-4473 


Scott etal, 1992 

Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 
Scott etal, 1992 


Tableau 8 : Caracteristiaues du plasmide L126a3 




Fragment 


Position 


Reference 


pEsr2 
Barnase 
ter CaMV 
bla 


43-2529 
2537-2869 
3495-4181 
6248-5391 




pA3 

linker JFB34 
L33/1 (pEsr2') 
L33/10 (pEsr2") 
pA3 


1-28 

29-42 

43-2391 

2392-2529 

2530-6397 


Scott et al, 1992 
cet exemple 
cet exemple 

Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple 
Scott etal. 1992 



4-4 Construit chimerique antiEsr2 

Le promoteur Esr2 fonctionnel reconstitue (2,49kb) decrit a 
I'exemple 2 et choisi preferentiellement au vu des resultats d'expression 
15 quantitative decrits a I'exemple 1 , a ete fusionne a la sequence Esr2g2 (Opsahl 
et a!., 1997) prise en orientation antisens, elie-meme fusionnee au terminateur 
Nos. 

De maniere preferee, le construit chimerique contenant le gene 
Esr2 en antisens sous controle de son propre promoteur a ete obtenu selon le 
20 protocole suivant : 
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Dans un plasmide derive du pJIT30 contenant le promoteur 35S, 
un site multiple de clonage et la sequence terminateur du virus de la mosaYque 
du chou (Guerineau F. et al., Plant Mol Biol, 15: 127-136, 1990), un 
adaptateur contenant un site Spel et forme des oligonucleotides 

5 (5'GATCCACTAGTCCCG (SEQ ID n° 18)) et (5'AATTCGGGACTAGTG (SEQ 
ID n° 19)) a ete insere entre des sites BamHI et EcoRI. Le fragment 
EcoRI/Spel du plasmide L42 a14 (Opsahl-Ferstad et coll., 1997) a ete insere 
dans le plasmide decrit precedernment. La construction ainsi obtenue 
contenait le gene Esr2 en orientation antisens sous le controle du promoteur 

10 35S (plasmide L79 b5). 

Le promoteur 35S a ete supprime dans le plasmide L79 b5 par 
restriction par Sacl et Hindlll, et remplace par un adaptateur contenant les 
sites de restriction Hindlll et Notl et forme des oligonucleotides 
(5'AAGCI I I I IGCGGCCGC (SEQ ID n° 20)) et 

15 (5TCGAGCGGCCGCAAAAAGCTTAGCT (SEQ ID n° 21)). Le promoteur Esr2 
sous forme d'un fragment Hindlll/Notl de 2,44 kb a ete introduit dans cet 
adaptateur. La construction ainsi obtenue contient le gene Esr2 en orientation 
antisens sous le controle de son propre promoteur (plasmide L1 29/46 (cf 
figure 11)). 

20 Selon un protocole semblabie, on peut obtenir les constants 

cornprenant le promoteur Esr2 fusionne aux sequences antisens Esr1 et Esr3 
respectivement. II est egalement possible d'obtenir le meme type de construits 
chimeriques avec les autres promoteurs Esr selon I'invention. 

Des construits cornprenant le promoteur constitutif 35S fusionne 

25 aux sequences antisens Esr decrites ci-dessus ont egalement ete obtenus. 

EXEMPLE 5 : 

Obtention de plantes transgeniques (necessite de ia 
30 transformation stable du maTs) 

Des experiences d'expression transitoire utiiisant la 
transformation par bombardement de cellules vegetales, avec des construits 
chimeriques pEsr-GUS et promoteur constitutif-Gus respectivement, n'ont pas 
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donne de resultats mettant en evidence la specificite d'expression des 
promoteurs testes : aucune activite GUS n'a ete visualisee dans la zone definie 
par les cellules Esr. La petite taille de cette zone et d'autres particuiarites 
propres pourraient expliquer ie fait que la technique est inadaptee en 

5 conditions standards pour une expression transitoire. A titre d'exemple, les 
promoteurs constitutifs testes en controle sont les promoteurs actine de riz 
(McElroy et al., 1992), ubiquitine de maTs (Christensen et al., 1996), Adh de 
maTs (Dennis et al., 1984) et 35S (Odell et al., 1985), ont donne une coloration 
bleue dans tout I'aibumen, demontrant la fonctionnalite du systeme de 

10 transformation, mais pas dans la zone entourant Tembryon, ce qui confirme 
I'inadaptation du systeme a cette zone. 

La transformation visant une expression stable devenait done 
necessaire pour etudier la specificite d'expression des promoteurs selon 
I'invention. 

15 

5-1 Canon a particules 

La methode utilisee repose sur I'utilisation d'un canon a particules 
identique a celui decrit par J. Finer (1992). Les cellules cibles sont des cellules 
indifferenciees en divisions rapides ayant conserve une aptitude a la 

20 regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules compose le cat 
embryogene (dit de type II) de maTs. Ces cals sont obtenus a partir d'embryons 
immatures de genotype Hill selon la methode et sur les milieux decrits par 
Armstrong (Maize Handbook ; 1994 M. Freeling, V. Walbot Eds ; pp.665-671). 
Ces fragments des cals d'une surface de 10 a 20 mm 2 ont ete disposes, 4h 

25 avant bombardement, a raison de 16 fragments par boite au centre d'une boTte 
de Petri contenant un milieu de culture identique au milieu d'initiation, 
additionne de 0,2 M de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides decrits 
dans les exemples precedents et portant les genes a introduire, sont purifies 
sur colonne Qiagen R en suivant les instructions du fabricant lis sont ensuite 

30 precipites sur des particules de tungstene (M10) en suivant ie protocole decrit 
par Klein (1987). Les particules ainsi enrobees sont projetees vers les cellules 
cibles a I'aide du canon et selon le protocole decrits par J. Finer (1992). Les 
boltes de cals ainsi bombardees sont ensuite scellees a i'aide de Scellofrais R 
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puis cultivees a Tobscurite a 27°C. Le premier repiquage a lieu 24h apres, puis 
tous les quinze jours pendant 3 mois sur milieu identique au milieu d'initiation 
additionne d'un agent selectif. On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des 
cals dont la croissance n'est pas inhibee par I'agent selectif, habituellement et 

5 majoritairement composes de cellules resultant de la division d'une cellule 
ayant integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs copies du gene 
de selection. La frequence d'obtention de tels cals est d'environ 0,8 ca! par 
boite bombardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis cultives de 

10 fagon a regenerer des plantules, en modifiant I'equilibre hormonal et osmotique 
des cellules selon la methode decrite par Vain et al. (1989). Ces plantes sont 
ensuite acdimatees en serre ou elles peuvent etre croisees pour i'obtention 
d'hybrides ou autofecondees. 

15 5-2. Transformation par Aarobacterium 

Une autre technique de transformation utilisable dans le cadre de 
('invention utilise Agrobacterium tumefaciens, selon le protocole decrit par 
Ishida et al (1996), notamment a partir d'embryons immatures de 10 jours 
apres la fecondation. Tous les milieux utilises sont references dans la 

20 reference citee. La transformation debute avec une phase de co-culture ou les 
embryons immatures des plantes de maYs sont mis en contact pendant au 
moins 5 minutes avec Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 contenant les 
vecteurs superbinaires. Le plasmide superbinaire est le resultat d'une 
recombinaison homologue entre un vecteur intermediaire porteur de I'ADN-T 

25 contenant le gene d'interet et/ou le marqueur de selection derive des plasmides 
decrits dans les exemples precedents, et le vecteur pSB1 de Japan Tobacco 
(EP 672 752) qui contient : les genes virB et virG du plasmide pTiBo542 
present dans la souche supervirulente A281 d 'Agrobacterium tumefaciens 
(ATCC 37349) et une region homologue retrouvee dans le vecteur 

30 intermediaire permettant cette recombinaison homologue. Les embryons sont 
ensuite places sur milieu LSAs pendant 3 jours a I'obscurite et a 25°C. Une 
premiere selection est effectuee sur les cals transformes : les cals 
embryogenes sont transferes sur milieu LSD5 contenant de la phosphinotricine 
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a 5 mg/l et de la cefotaxime a 250 mg/l (elimination ou limitation de la 
contamination par Agrobacterium tumefaciens). Cette etape est menee 2 
semaines a I'obscurite et a 25°C. La deuxieme etape de selection est realisee 
par transfer! des embryons qui se sont developpes sur milieu LSD5, sur milieu 

5 LSD10 (phosphinotricine a 10 mg/l) en presence de cefotaxime, pendant 3 
semaines dans les memes conditions que precedemment. La troisieme etape 
de selection consiste a exciser les cais de type I (fragments de 1 a 2 mm) et a 
les transferer 3 semaines a I'obscurite et a 25°C sur milieu LSD 10 en 
presence de cefotaxime. 

10 La regeneration des plantules est effectuee en excisant les cals 

de type I qui ont prolifere et en les transferant sur milieu LS2 en presence de 
phosphinotricine a 5 mg/l et de cefotaxime pendant 2 semaines a 22°C et sous 
lumiere continue. 

Les plantules ayant regenere sont transferees sur milieu RM + G2 

15 contenant 100mg/l d'Augmentin pendant 2 semaines a 22°C et sous 
illumination continue pour I'etape de developpement. Les plantes obtenues 
sont alors transferees au phytotron en vue de leur acclimatation. 

5-3 Mode prefere pour les construits barnase : re- 
20 transformation de cals act-barstar 

Les construits chimeriques barnase decrits a I'exemple 3 peuvent 
etre utilises pour des transformations classiques selon Tune ou Tautre des 
techniques decrites precedemment 

Seion un mode prefere, adapte au caractere toxique de la 
25 barnase, on utilise pour la transformation des cals pre-transformes contenant le 
gene barstar, qui code pour un inhibiteur specifique de la Barnase (Hartley, 
1988). Ce gene sert de 'protection' pendant le processus de regeneration de 
ces cals, qui se fait essentiellement a partir de I'embryogenese chez le ma'fs. 

etaoe a : obtention d'une liqnee exprimant le barstar et un 
30 plasmide contenant le gene de resistance a I'hyqromvcine : Une premiere 
etape de transformation est realisee selon Tun des protocoles decrits, avec le 
plasmide pWP280 contenant la cassette pActin-intron~Barstar~Nos poly A. 
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Cette cassette a ete obtenue selon les etapes suivantes : le 
fragment barnase a ete amplifie par PCR a partir du plasmide pTG2 (Horovitz 
et al, 1990) puis sous-clone en tant que fragment Xba1/Hindlil dans le 
plasmide pBluescript KS+ (Stratagene) donnant le plasmide pWP118. 

5 Le gene barstar a ensuite ete transfere en tant que fragment 

Xba1/Hincll dans un site Xba1/Sma1 du plasmide pW90, derive du plasmide 
pJIT30 decrit par Guerineau et al (1990) (promoteur 35SCaMV remplace par le 
promoteur double 35S et la region polylinker entre les sites Xba1 et EcoR1 
remplacee paries sites Spe1, BamH1, Sma1 et Pst1). 

io La region polyA CaMV du plasmide obtenu est remplacee par la 

region nos polyA de pED23 (Dale et al, 1991) formant le plasmide p\A/P266. La 
region promotrice double 35S CaMV est enfin remplacee par le promoteur 
actine du riz et Tintron issu de pCOR113 (Mc Elroy et al, 1991) formant le 
plasmide pWP280 (figure 10). 

15 Les plantes "promoteur actine-barstar" ainsi produites sont 

analysees par Northern Blot pour identifier les plantes exprimant correctement 
I'ARNm codant pour Barstar. Les plantes ainsi produites fournissent des 
embryons exprimant le gene Barstar, qui serviront a la production de cals de 
type II selon les techniques connues : mise en culture des embryons sur milieu 

20 d'induction de la callogenese et repiquage sur milieu selectif contenant de 
I'hygromycine. 

- etape b : transformation de ces cals avec le construit chimerique 

barnase : 

25 Les cals act-barstar obtenus a I'etape precedente sont ensuite 

bombardes selon la technique decrite au point 5-1 par les construits 'promoteur 
Esr-barnase' precedemment decrits avec un plasmide conferant la resistance 
au Basta (pDM302, Mc Elroy et al, 1991). On separe ensuite les deux genes 
dans la descendance par segregation, pour voir I'effet du seul construit 

30 promoteur Esr~barnase. 

De meilleurs resultats, notamment en ce qui conceme Tefficacite 
de transformation et le nombre de plantes regenerees, ont ete obtenus selon 
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ce mode prefere, en comparaison a la technique classique qui vise a 
transformer directement les cals par les constants 'Esr~barnase\ 

5 EXEMPLE 6 : 

Mise en evidence de la fonctionnalite des sequences 
promotrices (cas des construits GUS) 

Afin de detecter I'activite p-glucuronidase, les grains de mai's 
issus de plantes transformees par le canon a particules sont recoltes a des 
10 stades precis du developpement et coupes le long de I'axe longitudinal, lis sont 
incubes en presence de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronic acid (X- 
GIcA, Duchefa), a 37°C pendant 24 heures (Jefferson et al. f 1987). 

Dans le cas de construit Esr2-Gus notamment, la coloration bleue 
est delimitee au contour de I'embryon au 4 eme et 5 eme jour apres poilinisation, 
15 puis seuiement au niveau suspenseur les 6 eme et 7 eme jours, et enfin a ia base 
du suspenseur aux jours 9,12, 13 et 15. 

Ces resultats d'expression dans les plantes transgeniques 
demontrent que les fragments 5' decrits dans la presente invention 
correspondent a des promoteurs fonctionnels et qu'ils sont suffisants pour une 
20 expression spatio-temporelie correcte, en accord avec les resultats anterieurs 
de Opsahl et al (1997). 

Uutilisation de ces sequences nucleotidiques promotrices dans 
des constructions moleculaires destinees a ameliorer la qualite agronomique, 
alimentaire ou industhelie d'une plante, est particulierement interessante pour 
25 modifier la taille de I'embryon ou de Talbumen et/ou son developpement. 
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REVENDICATIONS 

5 

1. Sequence nucleotidique promotrice isolee permettant une expression des 
sequences codantes auxqueltes elle est liee, ladite expression etant i) 
specifique de la region de I'albumen entourant l'embryon dans les graines 
des Angiospermes et ii) intervenant en particulier dans les stades precoces 

io du developpement de I'albumen. 

2. Sequence nucleotidique promotrice selon la revendication 1, isolee a partir 
de cereales, notamment de maTs. 

15 3. Sequence nucleotidique promotrice selon Tune quelconque des 
revendications 1 ou 2, comprenant une sequence choisie parmi les 
sequences SEQ ID n°1, n°2, n°3, n°4, n°5, n°6 ou n° 7, ou toute sequence 
homologue de celles-ci. 

20 4. Sequence nucleotidique promotrice selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, comprenant en outre un element regulateur en 
cis defini par !e motif CTACACCA, de preference repete en tandem. 

5. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique promotrice 
25 selon Tune quelconque des revendications precedentes, liee de maniere 

operante a au moins un gene d'interet. 

6. Cassette d'expression seion ta revendication 5, dans laquelle le gene 
d'interet code pour une proteine choisie parmi une proteine impliquee dans 

30 le developpement de Tembryon et/ou de I'albumen, la croissance cellulaire, 
le metabolisme des sucres ou celui des acides gras, une proteine toxique, 
et une proteine inhibitrice de la transcription. 
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7. Cassette d'expression selon Tune quelconque des revendications 5 ou 6, 
dans laquelle le gene d'interet code pour une proteine choisie parmi la 
barnase ou I'isopentenyltransferase. 

5 8. Vecteur d'expression contenant une cassette d'expression selon Tune 
quelconque des revendications 5 a 7. 

9. Cellule hote de plante Angiosperme, notamment de c6reale, transformee 
par un vecteur selon la revendication 8. 

10 

10. Plante transgenique ou partie de plante transgenique, notamment fruit, 
semence, grain, pollen, generee a partir d'une cellule selon la revendication 
9. 

is 1 1 .Plante ou partie de plante selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une cereale ou d'une plante oleagineuse, choisie notamment parmi 
le mais, le ble, le colza, le tournesol, preferentiellement le maTs. 

12. Plante transgenique hybride obtenue par croisement de plantes telles que 
20 definies dans Tune quelconque des revendications 10 ou 11. 

13. Procede d'obtention d'une plante Angiosperme presentant des qualites 
agronomiques ou nutritionnelles ameliorees, comprenant les etapes 
consistant a : 

25 - transformer au moins une cellule de plante Angiosperme par un vecteur 
seton la revendication 8 ; 
- cultiver la cellule ainsi transformee de maniere a generer une plante 
contenant dans son genome une cassette d'expression seion Tune 
quelconque des revendications 5 a 7. 

30 

14. Utilisation d'une cassette d'expression telle que definie dans Tune 
quelconque des revendications 5 a 7, pour I'obtention de plante 



WO 01/25439 



30 



PCT/FROO/02596 



Angiosperme transgenique presentant des qualites agronomiques ou 
nutritionnelles ameliorees. 

15. Utilisation selon la revendication 14, pour I'obtention d'une plante 
5 transgenique productrice de graines a teneurs en amidon ou en huile 

modifiees en comparaison avec une plante non transformee. 

16. Utilisation de plante ou partie de plante, notarnment semence, grain et fruit, 
telle que definie dans Tune quelconque des revendications 10 a 12, pour la 

10 preparation de produits derives, notarnment de produis alimentaires. 
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Repetition CTACACC en tandem 
Repetition TTTTA — —Repetition ATTCT 
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